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1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en

el asunto antes identificado, me refiero al memorial radicado ante ese
Despacho el 7 de Mayo de 2008, mediante el cual presenté respuesta al
Oficio No. 1638 notificado por fijacidén en lista del 8 de Febrero de
2008.

2. Respetuosamente manifiesto al Despacho que después de efectuar
una nueva revisién del alcance de la proteccidn reivindicada para la
presente solicitud de patente, mi representada ha decidido modificar
nuevamente el capitulo reivindicatorio de la misma.

El objeto de estas modificaciones es superar la objecién
formulada por falta de claridad y unidad de invencién.

3. Modificacién de la solicitud en tramite.

De acuerdo con el articulo 34 de la Decisidén 486 de la Comisidén de la
Comunidad Andina, donde se establece que la modificacién de una
solicitud es posible en cualquier momento del trémite mientras no
implique una ampliacidén de la solicitud inicial, se presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio constituido por 7 reivindicaciones como
sustituto del anteriormente presentado.

El pliego reivindicatorio se ha redactado de forma tal que la
materia objeto de la invencién se ha definido como un mutante de
una bacteria gram negativa cuyas caracteristicas esenciales se han
incluido en una sola reivindicacién independiente 1.
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De la misma forma, las nuevas reivindicaciones dependientes 2 a 7
se han redactado de tal forma que especifican y delimitan
caracteristicas particulares de el mutante reivindicado en la
reivindicacién 1.

Adicionalmente, se han eliminado las reivindicaciones 2-4, 7, 10-11 y
13-44,

Asi entonces, con las modificaciones realizadas al capitulo
reivindicatorio de la solicitud inicial, el mismo es claro, conciso y
revela un solo mutante (unidad de invencién), y por tanto las
objeciones formuladas a este respecto se deben tener por superadas.

5. Puesto que con las modificaciones realizadas se han atendido a
cabalidad las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente
solicitud, respetuosamente solicito se continde con su tramitacién.

6. Anexos

e Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 7
reivindicaciones.

e Formulario para modificaciones.
e Recibos de pago por concepto de modificaciones.
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Anexos
Comprobante de pago de la tasa por $111.000, por concepto de modificaciones.

Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la decimoquinta
reivindicacién por

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.
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REIVINDICACIONES.

{i) Un mutante de una bacteria gram negativa que pertenece al
género Pasteurella multocida, Pasteurella multocida P-1059,
Pasteurella multocida PM70, Pasteurella haemolytica, Pasteurella
anatipestifer, Actinobacillus pleuropneumoniae o Haemophilus, que
tiene una mutacién en una secuencia de nucledétido que resulta en
virulencia atenuada de la bacteria, en donde:

i) La secuencia de nucledétido comprende la SEQ ID NO. 37;
ii) La mutacién es una 1insercidén entre nuclebdtidos que
corresponden a las posiciones 1411 y 1412 de la SEQ ID NO: 37.

2. El1 mutante de la reivindicacidén 1, en donde la mutacidén es la
insercién de un trasposédn dentro de la secuencia de nucledtido.

3. El mutante de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente
por lo menos una secuencia de acido nucleico heterdloga.

4. El1 mutante de la reivindicacién 3 en donde por lo menos una
secuencia de &cido nucleico heterdloga codifica un inmunégeno,
antigeno o epitopo de un agente bacteriano o parasitico, agente
viral patogénico, una proteina terapéutica, un alérgeno, un factor
de crecimiento, una citoquina, un inmunomodulator, o) un
inmunoestimulador.

C}. Una vacuna o composicidédn inmunogénica que comprende el mutante
de acuerdo con la reivindicacién 1, y un excipiente, vehiculo,
portador o diluyente farmacéutica o veterinariamente aceptable.

6. La vacuna o composicién inmunogénica de la reivindicacién 5 que
comprende adicionalmente un adyuvante.

7. El mutante de la reivindicacidén 1, en donde el mutante es 4Gll
mutante disponible bajo el numero de acceso CNCM I-2999 o es una
bacteria que tiene todas las caracteristicas de identificacién de
esta.

MGM\MGM\ID-159455\WPC14522
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We present here the complete genome sequence of a common
avian clone of Pasteurella multocida, Pm70. The genome of Pm70
is a single circular chromosome 2,257,487 base pairs in length and
contains 2,014 predicted coding regions, 6 ribosomail RNA operons,
and 57 tRNAs. Genome-scale evolutionary analyses based on pair-
wise comparisons of 1,197 orthologous sequences between P.
multocida, Haemophilus influenzae, and Escherichia coli suggest
that P. multocida and H. influenzae diverged <270 million years
ago and the y subdivision of the proteobacteria radiated about 680
million years ago. Two previously undescribed open reading
frames, accounting for ~1% of the genome, encode large proteins
with homology to the virulence-associated filamentous hemagglu-
tinin of Bordetella pertussis. Consistent with the critical role of iron
in the survival of many microbial pathogens, in silico and whole-
genome microarray analyses identified more than 50 Pm70 genes
with a potential role in iron acquisition and metabolism. Overall,
the complete genomic sequence and preliminary functional anal-
yses provide a foundation for future research into the mechanisms
of pathogenesis and host specificity of this important multispecies
pathogen.

I t has been more than a century since Louis Pasteur conducted
experiments with Pasteurella multocida (Pm), first demonstrat-
ing that laboratory attenuated bacteria could be used for the
development of vaccines (1). Despite this scminal discovery, the
molecular mechanisms for infection and virulence of Pm have
remained largely undetermined, and this organism has contin-
ued to cause a wide range of diseases in animals and humans. It
is the causative agent of fow! cholera in domesticated and wild
birds, hemorrhagic septicemia in cattle, atrophic rhinitis in
swine, and is the most common source of infection in humans
because of dog and cat bites (2, 3).

Because the genomic DNA sequence encodes all of the
heritable information responsible for microbial replication, vir-
ulence, host specificity, and ability to evade the immune system,
a comprchensive knowledge of a pathogen’s genome provides all
of the necessary information required for cost-effective and
targeted research into disease prevention and treatment. To
better understand the molecular basis for Pm’s virulence, patho-
genicity, and host specificity, we sequenced the genome of a
common avian isolate recovered from a recent case of fow!
cholera in chickens. The analysis identified a total of 2,014 open
reading frames, including several encoding putative virulence
factors. In particular, Pm has two genes with significant homol-
ogy to the filamentous hemagglutinin genc in Bordetella pereussis,
as well as more than 50 genes with a potential role in iron uptake
and metabolism. The analysis also provides strong evidence that
Pm and its close relative, Hemophilus influenzae (Hi), diverged
~270 million years ago (mya) and that the y subdivision of the
proleobacteria, a group that contains many of the pathogenic
Gram-negative organisms, radiated =680 mya.

Materials and Methods

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). MLEE was used to
determine the population genetic structure of Pm from avian

3460-3465 | PNAS | March 13,2001 | vol.98 | no.6

sources. Mcthods for MLEE have been described in detail
elsewhere (4). Briefly, 271 Pm isolates recovered from 14 wild
and domesticated avian species [rom throughout the world were
grown and sonicated for the collection of the enzyme-containing
supernatant. Histochemical staining for 13 mctabolic cnzymes
[mannose phosphate isomerase, glutamate dehydrogenase,
shikimic acid, glucose-6-phosphate dehydrogenase, nucleoside
phosphorylase, phosphoenol pyruvate, malate dehydrogenase.
fumarase (two isoforms), phosphoglucose isomerasc, adcnylate
kinase, 6-phosphogluconate deyhdrogenase, and mannitol-1
phosphate deyhdrogenase] was conducted to determine distinct
mobility variants of each enzyme. Each isolate was characterized
by its combination of alleles at 13 enzyme loci, and clectro-
phoretic type designations were assigned by computer analysis as
described (4).

Sequencing and Assembly. A shotgun strategy (5) was adopted to
sequence the genome of Pm70 (capsular type A; serotype 3). To
create a small (1.8- to 3.0-kb) insert library, genomic DNA was
initially isolated by using a chloroform/cetyltrimethylammo-
nium bromide-basced mcthod, as described (6). Next, the DNA
was sheared by nebulization (http://www.genome.ou.edu) and
cloned into pUC18 for isolation and sequencing. Approximately
25.000 clones were sequenced from both ends by using Dye-
terminator chemistry on ABI 377 (Applicd Biosystems) and
Megabace (Molecular Dynamics) sequencing machines. A total
of 33.265 sequences were used to generate the final assembly,
giving about a 10-fold coverage of the genome. Sequence
assembly and verification were accomplished by using PHRED-
PHRAP (P. Green, http://genome.washington.edu). To close the
approximately 100 gaps at the end of the shotgun phase, several
methods were used, including primer walking, homology-based
comparisons of gap ends, and multiplex PCR. Primer walking
was performed on genomic DNA or on a large-insert A library
(15-20 kb). The final assembly was compared to a previously
published genetic map of Pm (7).

Potential coding sequences (CDSs) were predicted by using
ORPHEUS, GLIMMER, and ARTEMIS, and the results were com-
pared and verified manually in ARTEMIS (8, 9). Homoiogy studies
were completed with BLASTP analysis by using a database
constructed by the Computational Biology Center at the Uni-
versity of Minnesota (http:/ /www.cbc.umn.edu). Transfer RNAs
were predicted by TRNASCAN-SE (10).

Abbreviations: mya, milliion years ago; CDS, coding sequence; Pm, Pasteurella multocida:
Hi, Haemophilus influenzae; Fc, Escherichia coli; MLEE, multilocus enzyme electrophoresis;
D, distance.

Data deposition: The sequence reported in this paper has been deposited in the GenBank
database (accession no. AE004439).

*To whormn reprint requests should be addressed at: Department ot Veterinary Pathob,o!-
ogy, University of Minnesota, 1971 Commonwealth Avenue, St. Paul, MN 55108. E-ma-
vkapur@umn.edu

The pubiication costs of this article were defrayed in part by page charge payment. Th
article must therefore be hereby marked “advertisement” in accordance with 18 U.5.C.
§1734 solely to indicate this fact

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.051534598
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7 ABSTRACT

Virulence factor mutants of Pasteurellaceae provide excel-
lent safety and efficacy when used as vaccines in mammals,
especially ruminants, for example cattle, sheep, and goats,
subject to pneumonic pasteurellosis. They can be adminis-
tered by a variety of routes. Especially preferred is the use
in animal feeds. The mutants are not reverting and contain
no foreign DNA and no introduced antibiotic resistance
genes.
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Abstract

Pasteurella multocida is the aetiological agent of fowl cholera, bovine haemorrhagic septicaemia and atrophic rhinitis in pigs.
Many strains of P. multocida express a capsule on their surface. However, nothing is known about the capsule biosynthetic
locus in P. multocida although the capsule has been implicated as a virulence factor. The entire capsule locus of P. multocida
A:1 was cloned and sequenced. The locus is divided into three regions. Region 1 comprises four ORFs which are involved in
the transport of the capsule polysaccharide to the surface. Region 2 comprises five ORFs whose postulated protein products
are involved in the biosynthesis of the polysaccharide capsule. Region 3 comprises two ORFs whose postulated products show
similarity to proteins that are involved in the phospholipid substitution of the polysaccharide capsule. © 1998 Federation of
European Microbiological Societies. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Pasteurella multocida; Capsule; Genetic locus; Virulence

1. Introduction

Pasteurella multocida is the aetiological agent of
fowl cholera (FC) in poultry, haemorrhagic septicae-
mia (HS) in cattle and buffalo and atrophic rhinitis
(AR) in pigs [1], resulting in significant economic
losses in these industries worldwide. Many strains
of P. multocida express a capsule on their surface.
In fact, the antigenic specificity of the capsule of P.
multocida determines its serogroup, either A, B, D, E
or F. Within each serogroup, strains are classified

* Corresponding author.
Tel.: +61 (3) 9905-4815; Fax: +61 (3) 9905-4811;
E-mail: ben.adler@med.monash.edu.au

into 16 serotypes based on their lipopolysaccharide
antigens.

The capsules of many bacteria have been impli-
cated as virulence factors through enhanced survival
due to the evasion of the host immune response by
capsulated strains. The presence of a surface capsule
protects the bacteria from phagocytosis and also
against the bactericidal action of complement [2].

The capsule of P. multocida has likewise been im-
plicated in virulence. A capsulated strain of P. mul-
tocida P1059 was shown to resist the action of com-
plement compared to an acapsular variant P1059-A
[3]. In the same study, it was shown that capsulated
strains reached higher numbers in peripheral blood,
liver and spleen compared to the acapsular variant.
Encapsulated strains of P. multocida type D have
been shown to be more virulent in pigs than their
acapsular counterparts [4). However, all of these

0378-1097/98/$19.00 © 1998 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier Science B.V, All rights reserved.
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ASUNTO Radicacién 04-111105
Tramite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio o 12832
Folios 007

Patente de Invencion Patente de Modelo de Utilidad (]

Via Nacional |:]
Via PCT (fase nacional) Cap.l (] Cap. I
No. Sol. Internacional PCT/US03/10308

Fecha de Presentacién Internal. 04/04/2003

Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcidn: Folios: 80 a 216 como se radico inicialmente.
Reivindicaciones: Folios: 287 a 291 modificadas el 26/11/2007.

Folios: 412 a 418 modificadas el 07/05/2008
Folio: 423 modificadas el 14/10/2009

Figuras: Folios: 292 a 395 segun modificacién de 26/11/2007.

Respuesta del solicitante:  Folios: 280 a 285.

Prioridad: US 60/370.282 de 05/04/2002
US 10/406.686 de 03/04/2003

2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Bacteria Gram Negativa Atenuada”.

El objeto de la presente solicitud de patente de invencion consiste en bacterias Gram
negativas atenuadas y composiciones que las contienen para aplicaciones
preventivas, terapéuticas, como vectores de expresion y para fines investigativos; asi

como los métodos de obtencidon de las mismas.

El problema planteado en esta solicitud es la faita de bacterias atenuadas totaimente
viables para uso en vacunas y métodos terapéuticos.



4 Q_K
Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un'gs L\
mutante(s) de una(s) bacteria(s) Gram negativa que resulta(n) en un fenotipo
atenuado, composiciones vacunales que las contienen, otros polipéptidos y un(os)
acido(s) nucleico(s), entre otros.

IPC: A61K 1/100.
3. De la solicitud de Patente (segun el caso)
3.1. Descripcién (articulo 28 D486)

La invencién se trata de una bacteria gram-negativa atenuada, producida a partir de
la una mutacién en un segmento especifico del genoma de la bacteria que le
produce una baja o escasa virulencia. Esta bacteria asi atenuada puede usarse
como vector de expresion.

A lo largo del capitulo descriptivo se encuentra especificada la SEQ (por ejemplo la
SEQ N°37) sobre la cual se realiza la mutacién, se indica incluso que se hace una
insercion de un trasposon entre dos nucleétidos dados. Sin embargo, en ninguna
parte se hace referencia a cual gen corresponde o hace parte la mencionada
secuencia, es decir cual es el gen que se interrumpe y que produce esta baja
virulencia.

3.2. Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

El capitulo reivindicatorio en general carece de concisién y claridad por cuanto:

1) La clausula 1 incluye materia sin sustento experimental, ya que no es posible
extrapolar una mutacién realizada a una cepa bacteriana tal como Pasteurella
multocida PM70 a otras especies, y mucho menos a géneros tan diversos como
Pasteurella, Actinobacillus y Haemophilus. Los ejemplos de atenuacion e incluso los
mutantes depositados todos se refieren a P.multocida PM70. Adicionalmente, la SEQ
N°37 que es mencionada en la reivindicacién 1 solo tiene homologia con
P.multocida, subespecie multocida cepa Pm70 (Acceso nimero AE004439), esto
confirma que la caracterizacién dada en esta reivindicacién no es extrapolable con
las otras especies de bacterias gram-negativas enunciadas.

Esta misma objecion se ha realizado en conceptos técnicos anteriores (ver
conceptos N°1444 y N°184) e incluso el mismo solicitante en una respuesta anterior
habia manifestado que las reivindicaciones iban dirigidas al mutante 4G11 (ver
respuesta del 26/11/2007, folio 283); sin embargo, el capitulo reivindicatorio no se ha
ajustado a esto.

2) La clausula 4 que trata sobre el mutante definido en las reivindicaciones
anteriores, menciona diferentes posibilidades para la secuencia heteréloga que
contiene el mutante. Esta no corresponde a una caracteristica propia de la invencién
sino a un uso que se le puede dar a la misma puesto que siendo el propédsito de la
invencion usar la bacteria modificada como vector de expresidon, se espera que
diferentes tipos de moléculas sean incluidas dentro del mismo. Estas moléculas no
son parte de las modificaciones sustentadas y probadas por el solicitante y por tanto,
no deben considerarse parte de la invencién.
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3) La reivindicacion 5 define una vacuna o composicidon inmunogénica que
comprende el mutante, un excipiente, vehiculo portador o diluyente farmaceutico. La
reivindicaciéon 6 por su parte, trata sobre el adyuvante a usar en esta vacuna. Sin
embargo, en la descripcién no hay sustento suficiente del desarrollo de una vacuna
puesto que Unicamente el ejemplo 10 (folios 208-210) trata sobre esto, los resultados
que reporta es que mencionan que hubo una mortalidad menor en los animales
vacunados frente a los controles (folio 210, parrafo 3). No hay pruebas de niveles de
anticuerpos, ni se probaron diferentes concentraciones de antigeno, ni hay pruebas
con algun tipo de excipientes o adyuvantes para la vacuna. Por tanto, la
reivindicacion 5 y la reivindicacién 6 se consideran especulativas frente a la materia
divulgada en la solicitud.

4) La reivindicacion 7 da informacién caracterizante relevante a la invencion definida
en la reivindicacion 1, puesto que como ya se mencioné la invencién en realidad se
aplica a una unica cepa de P.multocida, que en particular es identificada como
mutante 4G11, del cual se hizo depédsito de material y se tiene descripcion suficiente
del sitio de insercion del trasposén.

De esta manera, el capitulo reivindicatorio presentado no cumple con los requisitos
establecidos en el art. 30 de la Decisioén 486.

4. Determinacidn del Estado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica es:
Fecha de presentacion de la solicitud prioritaria: 05/04/2002 y 03/04/2003

Teniendo en cuenta las objeciones de claridad realizadas, se realizé bisqueda en

el estado de la técnica dirigida tUnicamente a la materia que tiene sustento en ia
solicitud. Se encontraron los siguientes documentos mas relevantes:

o . Fecha de
N Documento Titulo publicacion®
Barbara J. May, et.al., PNAS, “Complete genomic sequence of
D1 | Vol 98, no. 6: 3460-3465 Pasteurells multocida, Pm70” 13/03/2001
“Deletion mutants of virulence factors
D2 US 2001/0018055 of Pasteurellaceae” 30/08/2001
Jing Yeng Chung, et.al. FEMS o ~ .
. : . ] he capsule biosynthetic locus of
D3 | Microbiology ;ggers 166: 289 | Pasteurella multocida A 1" 1998

5. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

5.1. Nivel inventivo (articulo 18 D486)

La solicitud divulga un mutante de Pasteurella multocida Pm70 que tiene una
mutacién en una secuencia de nucleétido que resuita en virulencia atenuada de la
bacteria (reivindicaciones 1-4, 7). La mutacién es una insercion entre nucleétidos que
corresponden a las posiciones 1411y 1412 de la SEQ ID N°37.

El documento de May, etal. (D1) divulga la secuencia completa de la bacteria
Pasteurella mulfocida, cepa Pm70, identificando los genes, rutas de accién de cada
gen y proteinas que son sintetizadas por la misma..De esta manera, a partir de este
documento se conoce la secuencia de las proteinas involucradas con la sintesis de
la capside de la bacteria, entre otras (ver todo el documento).
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La diferencia entre la solicitud en estudio y D1 es que la solicitud define una

secuencia especifica (SEQ ID N°37) con el sitio de interrupciéon dado que atenua la
virulencia de la bacteria.

Sin embargo, los documentos US 2001/0018055 (D2) y Chung, et.al. (D3), divulgaron
con anterioridad sitios involucrados con factores de virulencia. Incluso D2 divulga
mutantes de Pasteurella logrados a partir de modificaciones puntuales en la
secuencia de factores de virulencia (ver todo el documento), que incluyen proteinas
de la capside. De igual forma D3, divulga el locus de las proteinas involucradas en la
formacién de la capside (transporte de polisacaridos) de P.multocida indicando las
regiones activas del mismo (ver todo el documento). Por tanto, cualquiera de estos
dos documentos le ensefian al técnico versado en la materia los sitios sobre el
genoma de P.multocida involucrados en la virulencia de la misma y le indican sitios
propicios para realizar mutaciones con las cuales se obtiene un mutante atenuado de
la bacteria.

De esta manera, la combinacién de D1y D2 6 de D1 y D3, le habria permitido al
experto en la materia hacer el desarrollo alcanzado en la solicitud y por lo tanto este
desarrollo carece de actividad inventiva.

6. Conclusion:

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi:

N° Documento N° Re";'g:; adcaus)nes Requisito que afecta
Barbara J. May, et.al., PNAS, ; :
D1 | "Vol 98, no. . 3460.3465 4.7 Nivel Inventivo
D2 US 2001/0018055 1-4,7 Nivel Inventivo
Jing Yeng Chung, et.al.
D3 FEMS Microbiology Letters 1-4,7 Nivel inventivo
166: 289-296

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesién, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio coriforme
capitulo quinto del titulo primgro de la
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lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
ircular Unica N° 10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista, de fecha

2 0 NOV. 2008
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